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　　摘要:长期高剂量的锰暴露 , 可出现类似帕金森综合征的锥体外系神经损害。大量研究证明 , 锰可选择性的使多

巴胺能神经细胞凋亡 , 而细胞凋亡过程需要多种基因的调控 , 本文将近年来从基因调控水平上探讨锰神经毒性机制的

研究综述如下。
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Abstract:The long term and high level exposure to manganese might induce Parkinsons disease-like extracorticospinal tract dam-

age in nervous system.Many studies have demonstrated that manganese could selectively make dopamine-energy neuron cell apoptosed ,

which is such a process needed a lot of gene regulations.This article will summarize the papers concerned the neurotoxic mechanism of

manganese on the level of gene regulation and control in recent years.
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　　近年来的研究表明 , 锰可选择性的使多巴胺能神经细胞

凋亡 , 而神经细胞凋亡过程涉及到多种基因的调控。本文就

锰致神经细胞凋亡与 p53 和 MDM2 、 NF-κB 、 Caspase、 p35 基

因及其蛋白表达之间关系的研究作一综述。

1 　p53 和MDM2 基因及其蛋白

p53 是一种抑癌基因 , 位于人类 17 号染色体短臂上 , 其

生物学效应主要是调控细胞周期和诱导细胞凋亡[ 1, 2] 。野生型

p53 (wtp53)基因是细胞生长的负调节因子 , 通过调控细胞生

长和凋亡而起抑癌作用 , 其产生的蛋白是一类四源四聚体 ,

在正常细胞内含量很低 , 并且半衰期非常短 , 只有 6 ～ 12min ,

一般用免疫组织化学的方法难以检测到。 wtp53 基因发生突变

或缺失引起的突变型 p53 (mtp53)则对细胞增长和转化起促

进作用 , 并因为其产生蛋白的半衰期延长 , 稳定性高 , 能在

细胞核内积聚 , 可运用免疫组化技术测定其含量作为 p53 基

因突变的证据[ 3 ～ 6] 。

p53蛋白作用于线粒体 , 引起各种损伤。研究表明 ,神经细

胞缺氧 5～ 6 h , 用免疫荧光法可在线粒体内检测到内源 p53 蛋

白。线粒体 p53蛋白主要存在于其表面 ,只有少数出现在细胞

质中。经实验证明 , 定位于线粒体上 p53 足以引起线粒体水平

上的p53 依赖的细胞凋亡。多年的观察表明 , 在一些细胞中 p53

诱导的凋亡也可发生在非转录或蛋白质不合成阶段[ 7] , 如

Marchenko发现线粒体内 p53 的促凋亡作用不依赖于转录 , 因为

其突变体 L-p53R175H 作为转录因子在完全处于静止状态时 ,

它作为线粒体蛋白也有凋亡作用[ 8] 。其凋亡过程的发生需要

多种相关基因如 caspase-3 、caspase-8 、caspase-9 的参与
[ 9]
。

目前认为 , p53 基因突变是 p53 失活最重要最常见的机

制 , 而 MDM2 作为负性调节野生型p53 基因功能的癌基因 , 两

种蛋白质的相对含量和比例对 p53 基因的功能和稳定性有重

要的影响[ 9] , 并在细胞生长过程中发挥重要的作用。

MDM2 是一种进化保守基因[ 10] , 定位于人 12 号染色体长

臂 13-14 区 (12q13-14), MDM2 表达多种蛋白 , 但起生物学作

用的蛋白主要是 p90。其产物与抑癌基因产物 p53 蛋白结合并

抑制其介导的转录活性。将 p53蛋白转运到细胞质中降解 , 同

时稳定 mtp53蛋白 , 从而阻断 p53的细胞生长抑制作用。正常

情况下 , MDM2 的产生是由 wtp53 诱导的 , 产生的 MDM2 反过

来又促进 wtp53 的降解 , 二者形成负反馈环 , 维持两者的平

衡[ 11 ～ 14] 。MDM2 的高表达常见于食管癌 、 高级别星形细胞瘤

和神经母细胞瘤[ 15] 。近年来有研究者用 NO 作为神经母细胞

瘤的放疗增敏剂 , 其作用机制是通过异步转移模式 (asyn-

chronous transfer mode , ATM)相关激酶使 p53、 MDM2 的磷酸化

状态发生改变 , 促使神经细胞经 p53途径凋亡[ 16] 。

Chen等证实锰可引起神经细胞凋亡。而且易积存于线粒

体中[ 17] 。而越来越多的研究表明 , 细胞凋亡的发生与线粒体

的病理改变有着密切的关系
[ 18]
, 线粒体与凋亡有关的变化包

括跨膜电位的下降 , 反应活性氧的聚积 , 膜通透性的改变及

释放凋亡因子[ 19] 。所以锰导致的 PD 神经毒性作用很可能是通

过对线粒体结构和功能的损伤 , 从而引起细胞凋亡[ 20] 。

王悦等通过腹腔注射及脑内单侧注射 MnCl2 方法观察染毒

大鼠单胺类神经递质 、 生化指标及凋亡基因 p53 、 bcl-2 的改

变 , 发现 p53 蛋白表达增强 , bcl-2 表达下降 , 说明锰能诱导

DA能神经细胞的凋亡[ 21] , 因为 bcl-2 表达下调及野生型 p53
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蛋白升高是细胞凋亡的重要指标[ 22] 。 所以锰的神经毒性与

p53 、 MDM2 基因及其蛋白的调控有着密切的关系 , 但是基因

调控过程是相当复杂的 , 其具体而精确的相关性尚需进一步

的研究。

2　NF-κB 基因及其蛋白

NF-κB 是一个异源二聚体 , 包括 50kDa亚基和 65kDa 转录

活性亚单位的 DNA。 p50 和 p65 是异源二聚体以无活性的形式

存在于细胞质中 , 受束缚于其抑制因子 IκΒα中。当细胞受

LPS 、 IL-1刺激时 , IκΒ被磷酸化并被蛋白体降解 , 释放有活性

的NF-κB进入胞核导致基因表达。 NF-κB 基因表达的蛋白是一

个可识别的转录因子 , 在 B细胞中产生γ射线的 cahain 基因。

Rala Rarhoumi等应用 C6 细胞发现 , 过量的锰暴露使突变

体 IκΒα(S32/36A)的过表达 , 促使诱导型一氧化氮合酶

(iNOS)表达增加 , 使具有神经毒性的 NO生成增加[ 23] 。而 NO

本身能通过刺激核内 p21ras转换而激活 NF-κB[ 24] 。许多研究表

明 , 锰可降低线粒体的膜电位 , 提高基质 Ca2+浓度 , 增加胞

内ROS。当降低锰浓度时 , ROS 生成减少 , IκΒα的磷酸化减

少 , iNOS 表达降低 , 说明锰导致的线粒体功能异常与 NF-κB

的激活有一定关系。实验证明 , NF-κB负调节突变体 NiK 的过

表达 , 可以阻滞锰诱导的 IκΒα磷酸化 , 进一步说明锰作用于

C6细胞时 , 增加线粒体内 ROS 的生成 , 并激活了 NF-κB。

近来研究发现 , 线粒体 ROS 是激活 NF-κB 的一个重要调

节因子[ 25] , 认为锰激活 NF-κB 抑制线粒体钙的外流 , 导致基

质钙的增多和 ROS 生成增多 , 最终引起神经细胞的毒性作用。

3　Caspase 家族及其蛋白

Caspase家族是一种半胱氨酸蛋白酶家族 , 在细胞凋亡过

程的分子机制中作为重要的效应分子执行凋亡。现已发现人

有11种 caspase 家族成员 , 通过破坏 、 激活某些酶或破坏细胞

骨架等方式导致一系列凋亡相关反应及细胞形态学改变[ 26] 。

在锰导致的神经细胞凋亡中 , caspases 也起着关键作用 ,

参与一些神经变性疾病的发生。研究表明 , 神经细胞凋亡在

锰的多巴胺能神经毒性中起着重要作用
[ 27]
。 Caspase是已知在

细胞凋亡过程中起重要作用的蛋白酶 , 是细胞凋亡的重要介

导者[ 28] 。许多细胞凋亡时 , 多种 caspases被激活 , 而当用特异

性抑制剂抑制 caspase 后 , 细胞凋亡也被抑制。曾季平等用

caspase具有膜通透性的广谱多肽抑制剂 Z-VAD-FMK 预处理后

的PC12 细胞来监测它对 MnCl2 诱导的 PC12 细胞的凋亡作用 ,

发现Z-VAD-FMK 能使 MnCl2 诱导的 PC12 细胞存活率明显上

升 , 从而证明 caspase 参与了 MnCl2 诱导的 PC12 细胞的凋

亡[ 31] 。 Chun 等证实锰使黑质多巴胺能神经细胞 SN4741 凋亡是

内质网应激异常 , 多种 caspases 效应分子如 caspase-1 、 caspase-

8 、 caspase-9 参与的结果[ 29] 。

4 　p35 基因

p35 基因是 1991 年由 Clem 等在苜蓿银纹夜蛾多粒包埋核

型多角体病毒 (autographa californica MNPV , AcMNPV)中分离

并鉴定出的凋亡抑制基因 , p35 基因位于 EcoR I.s 片断 (86.8

～ 87.8mU 图谱单位), 下游是增强子 hr5 , 上游是 p94 基因 ,

其开放阅读框 (open reading frame , ORF)由 897 个碱基对组

成 , 基因表达产物相对分子质量为 35kD。正常细胞都含有 p35

基因 , 一旦细胞出现缺陷或受到损伤 , p35 基因就会启动细胞

内部机制 , 进行修复或者自我毁灭。 p35 基因表达的蛋白是

Mpe的一种脂质相关膜蛋白 (LAMP), Ferris 和 Neyrolles 等[ 30]

发现 p35 氨基末端有一信号肽 , 信号肽上带有一酰基位点 ,

p35 基因编码产生一约 35.3kD 的蛋白 , 广泛分布在细胞膜表

面 , 通过 N-末端酰基部分锚定在细胞脂质双分子层。 p35 是

Mpe的主要表面抗原 , 但到目前为止 , 尚未见 p35 蛋白相关功

能的研究报道。曾季平等研究发现 p35 基因在 PC12 细胞中的

稳定表达可以有效的抑制 MnCl2 诱导的 PC12 细胞凋亡 , 说明

p35 基因的表达对锰引起的细胞凋亡过程起保护作用 , 但其具

体机制尚需进一步研究证明[ 31] 。

细胞凋亡是一个多基因调控的主动过程 , 细胞表面死亡

受体的激活 、 DNA 的损伤 、 生存因子的去除及代谢和细胞周

期紊乱等多种途径都可以通过各自的信号传导途径启动细胞

凋亡程序 , 诱导细胞发生凋亡 , 而所有这些过程都需要基因

的转录 、 蛋白质的合成及其磷酸化。近年来随着无铅汽油的

广泛应用 , 环境锰暴露增加的潜在危害作用日益引起人们的

重视 , 随着分子生物学及细胞培养技术的发展 , 从基因 、 蛋

白水平探讨锰的神锰毒性机制与基因调控关系已成为当代研

究的热点。
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清楚。肺灌洗治疗不但可以清除滞留在呼吸道内的粉尘颗粒 ,

还可以去除肺泡及肺泡间质内的吞尘巨噬细胞及致纤维化炎

性细胞因子 , 从而在本质上减少尘粒对巨噬细胞 、 淋巴细胞

等的破坏作用 , 细胞免疫功能得到改善。本组数据分析表明 ,

经过肺灌洗术后煤工尘肺患者外周血中 CD3、 CD4 水平及 CD4/

CD8 比值升高 , CD8 水平降低 , 矽肺患者 CD4 水平及 CD4/CD8

比值升高 , CD8 水平降低 , 从而推测全肺灌洗术治疗从一定程

度上可以增加尘肺病患者的细胞免疫功能 , 提高尘肺病患者

抵抗疾病的能力 , 这与临床观察尘肺患者经过肺灌洗术后发

生肺感染 、 肺结核等感染性疾病的机会大大降低相一致。

许多学者用检测血清免疫球蛋白及补体浓度的方法来反

映人体的体液免疫功能。国外学者发现尘肺病患者血清中

IgG 、 IgM 、 IgA 、 IgE 呈现多克隆升高 , 抗核抗体 、 风湿因子 、

循环免疫复合物异常增加[ 7 ～ 9] 。国内学者亦发现煤工尘肺及

矽肺患者的血清 IgG、 IgM 及补体 C3 升高 , IgA 升高或降低 ,

不同期别尘肺患者 IgG、 IgA 无明显差异 , 从而提示煤工尘肺

及矽肺患者体液免疫功能亢进[ 10～ 12] 。尘肺患者体液免疫功能

亢进 , 其原因可能与辅助性 T淋巴细胞功能抑制有关 , Th1 细

胞功能受到抑制 , Th2 细胞功能活跃 , 促进抗体生成增加。本

研究表明 , 全肺灌洗术治疗后煤工尘肺患者 IgA、 IgM 有降低

趋势 , IgG 明显降低 , 矽肺患者 IgA、 IgG、 IgM 有降低趋势 ,

C3明显升高 , 由此推测肺灌洗治疗对改善尘肺患者的体液免

疫功能可能起着积极的作用。
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